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Mediante el presente proyecto se desarrolla y optimiza unos sistemas para criopreservar órganos y se 
realiza un estudio experimental con corazones de ratón común, Mus Musculus. 
Estos sistemas son los siguientes: 
 Langendorff, mediante el cual se estudia la viabilidad y supervivencia del órgano una vez 
aislado. 
 BioCool, utilizado para disminuir la temperatura en función de unas curvas de enfriamiento. 
 Sistema de perfusión, encargado de introducir progresivamente el anticongelante a través de 
unas bombas controladas por el software. 
 
Las curvas de enfriamiento y concentración están basadas en el experimento de George M. Fahy para 
riñón de conejo,[1] siendo modificadas para corazón y evaluándose los resultados. 
Para alcanzar el objetivo del proyecto, se empleará el software desarrollado por Álvaro Aguilar (TFM 
tutorado por Ramón Risco),[2]  adecuándondolo a las necesidades específicas de este trabajo.  
Tras el desarrollo de los sitemas se han extraído conclusiones a partir de la experimentación con 19 






























































Through the present project, systems for cryopreservation of organs are developed and optimized and 
an experimental study is carried out with common mouse hearts, Mus Musculus.  
These systems are the following:  
 Langendorff, through which the viability and survival of the organ is studied once the organ is 
insolated.  
 BioCool, used to lower the temperature depending on cooling curves.  
 Perfusion system, responsible for progressively introducing antifreeze through pumps 
controlled by software.  
.  
The cooling and concentration curves are based on the George M. Fahy experiment for rabbit 
kidney,[1]being modified for heart and evaluating the results. 
To achieve the objective of the project, the software developed by Álvaro Aguilar (TFM tutored by 
Ramón Risco) will be used.[2], adapting it to the specific needs of this work 
After the development of the systems, conclusions have been drawn from the experimentation with 19 
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l avance de la medicina y la fusión con técnicas de ingeniería han posibilitado el progreso en el 
ámbito de transplantes de órganos. Sin embargo, es necesario seguir investigando en procesos de 
criopreservación para aumentar el tiempo de conservación, actualmente muy limitado. 
El objetivo principal del proyecto desarrollado en el presente documento es realizar un estudio sobre la 
criopreservación, para ahondar en la investigación de congelación de órganos, a fin futuro de mejorar los 
transplantes y mantener la muestra biológica por largo tiempo, preservando al mismo tiempo su viabilidad. 
El trabajo abarca desde una primera fase de desarrollo y caracterización de los distintos sistemas 
utilizados para criopreservar hasta la experimentación con corazón de ratón Mus Musculus en distintas cepas, 
para lo cual se llevará a cabo un protocolo de criopreservación sobre corazones aislados. 
Este documento comenzará con unas nociones básicas sobre la criopreservación, continuará con la 
explicación detallada del objetivo del proyecto, seguida de una descripción del funcionamiento y 
caracterización de de todos los sistemas empleados. Por último se presentaran y evaluarán los resultados 
experimentales. 
1.1 Criopreservación 
La preservación de órganos es uno de los temas de mayor interés en la investigación clínica de 
laboratorio debido a la gran importancia médica, especialmente para transplantes humanos. 
Además de la gran diferencia entre la oferta de donantes y la demanda para su transplante y salvar 
vidas, hay que sumarle que a veces se desperdician los órganos que están disponibles porque no tienen mucha 
vida útil una vez extraídos del donante. Es por esto último que es tan importante investigar y mejorar las 
técnicas de criopreservación de órganos.  
Actualmente, para corazones la técnica empleada es el almacenamiento en estado de hipotermia, 
bajando la temperatura del corazón a 4ºC y consiguiendo un tiempo de conservación de cuatro horas. Es crítico 
aumentar este tiempo, especialmente si el donante está geográficamente muy distante, además de que por 
este procedimiento se reduce la calidad del órgano y tiene un alto coste económico. 
La criopreservación es el proceso por el cual se consigue disminuir las funciones vitales de una célula o 
un organismo y mantenerlo en condiciones de vida suspendida durante un período prolongado de tiempo, 
mediante la congelación a muy bajas temperaturas, generalmente entre  -80°C y -196°C (el punto de ebullición 
del nitrógeno líquido). A esas temperaturas, cualquier actividad biológica, incluidas las reacciones bioquímicas 
que producirían la muerte de una célula, quedan efectivamente detenidas. 
La criopreservación presenta algunos desafíos. Mantener un órgano a temperaturas inferiores a cero 
grados produce lesiones debido a la formación de hielo inherente al proceso, Esto se produce por dos motivos: 
 Durante la congelación, el agua cristaliza aleatoriamente por la parte extracelular. Por consecuente 
coexisten dos estados diferentes: la parte líquida por la zona intracelular y el hielo que se forma en la 
extracelular. La disminución de agua líquida aumenta la concentración de sales disueltas en ella y 
produce un desequilibrio osmótico en la célula. Esto provoca la deshidratación de la célula, 
comprometiendo su viabilidad futura. 
 El agua al congelarse, ocupa más volumen, lo que produce una sobrepresión sobre las 




que las hace inservible para su uso posterior. 
El problema se agrava con los tejidos más grandes porque se requiere más tiempo para cargar los 
compuestos, lo que significa tiempos de enfriamiento más lentos y más oportunidades de que se produzca la 
exposición tóxica. Además, si el enfriamiento es demasiado rápido o alcanza temperaturas demasiado bajas, 
pueden aparecer grietas. 
Para evitar la formación de hielo durante el enfriamiento se usan los llamados crioprotectores. Estos 
agentes sustituyen al agua de la célula y consiguen mantener el equilibrio osmótico en ella. 
 
1.1.1 Crioprotectores 
Los crioprotectores son soluciones anticongelantes que evitan o reducen la formación de hielo durante 
el proceso de congelación y descongelación de las células. Se requieren altas concentraciones de estas 
soluciones, por lo menos cinco veces mayores que un enfriamiento lento convencional. 
El uso de crioprotectores tiene un inconveniente y es que a temperatura ambiente son tóxicos, por lo 
que se deben respetar unas tasas mínimas de enfriamiento y cantidad de esta sustancia, de forma que a menor 
temperatura se puede utilizar mayor cantidad del producto. 
Uno de los principales problemas a la hora de encontrar un buen protocolo de aplicación del 
procedimiento de crioprotección es el desconocimiento de saber qué cantidad utilizar, cómo entra y cómo se 
extiende el crioprotector cuando se introduce en el órgano. 
Para este estudio se usará como agente crioprotector el dimetilsulfóxido (DMSO), mezclado con PBS. 
 El DMSO se caracteriza por ser muy tóxico a temperatura ambiente, pero consigue muy buenos 
resultados a temperaturas muy bajas. Es por eso que es necesario mezclarlo con el PBS.  
El DMSO pertenece al grupo de los llamados “crioprotectores penetrantes”, que funcionan 
desplazando el agua del interior de la célula y evitando así la formación de cristales de hielo. 
El dimetilsulfóxido crioprotege debido principalmente a su alta capacidad para la prevención de 
acumulación excesiva de electrolitos y de otras sustancias durante el enfriamiento, así como su 
capacidad para evitar la formación de cristales.  
Su eficacia se ve aumentada por su bajo peso molecular que permite la entrada rápida a través de la 
membrana celular. 
 El PBS es suero fisiológico, por lo que un animal puede sobrevivir varias horas con PBS. 
Por tanto, en los protocolos de criopreservación la perfusión se inicia con PBS. A medida que va 
disminuyendo la temperatura y el DMSO es menos tóxico, se va aumentando la cantidad de DMSO  y 
disminuyendo la de PBS, hasta llegar a la cantidad deseada de DMSO. 
 
1.1.2 Avances en criopreservación 
Aunque queda mucho camino por explorar, en los últimos años se ha mejorado mucho en la 
criopreservación. 
Se han estado criopreservando o congelando con éxito pequeños grupos de células humanas durante 
40 años. 
Los investigadores han utilizado soluciones que contienen las AFP (proteínas anticongelantes) del pez-
hielo antártico para conservar corazones de ratas durante un período de hasta 24 horas a unos cuantos grados 
bajo cero. Los peces-hielo de la Antártica sobreviven en aguas muy frías a -2°C gracias a las proteínas que 




Sin embargo, a una temperatura más baja se producen efectos contraproducentes en las AFP de este animal: 
obligan a que los cristales de hielo en formación produzcan puntas afiladas que perforan las membranas 
celulares. 
En el año 2000,  Mike Taylor y su equipo de Cell and Tissue Systems en Charleston, Carolina del Sur, 
vitrificaron segmentos de 5 cm de longitud de la vena de un conejo, que se ubica entre las células y los órganos 
en términos de complejidad y demostraron que conservan la mayor parte de su función después de calentarse. 
Gregory M. Fahy y sus compañeros de 21st-Century Medicine, una empresa de investigación de la 
criopreservación con sede en California, realizaron un avance importante: vitrificaron el riñón de un conejo, 
manteniéndolo por debajo de la temperatura de transición vítrea de -122°C durante 10 minutos, antes de 
descongelarlo y trasplantarlo a un conejo que vivió durante 48 días antes de que fuera sacrificado para 
examinarlo. 
Pero el riñón no funcionó tan bien como una versión sana, principalmente debido a que una parte en 
particular, la médula, tardaba más en absorber la solución crioprotectora, lo que significaba que se formara un 
poco de hielo en ella durante la descongelación. En el Anexo B se adjunta esta investigación. 
El progreso ha sido lento, en parte, dice Fahy, porque dejó de producirse una sustancia química que era parte 
clave de su método. No obstante, su grupo ha recuperado terreno y dio un paso adelante: en la reunión anual 
de la Sociedad de Criobiología en 2013, Fahy presentó un método que permite que la médula se cargue más 
rápidamente con crioprotectores.  
 
1.2 Fisilogía cardíaca 
El sistema cardiovascular es el gran sistema de comunicación de los animales. Es el encargado de 
encauzar y propulsar la sangre para que irrigue todo el cuerpo. La sangre es esencial como transportador de 
alimentos, productos de desecho, oxígeno, dióxido de carbono, hormonas, células del sistema inmune, 
etcétera. Pero también tiene otras funciones como por ejemplo regular la temperatura corporal.  
El sistema cardiovascular tiene un doble circuito, uno que irriga los pulmones y otro que irriga el resto 
del cuerpo. Ambos tienen su origen y fin en el corazón, el órgano que se encarga de mantener a la sangre en 
constate movimiento. Los vasos sanguíneos por los que circula la sangre presentan el mismo patrón en ambos 
circuitos: corazón, arterias, arteriolas, red de capilares, vénulas, venas y corazón. En algunas ocasiones, una 
arteriola o una vénula pueden estar entre dos redes capilares, formando lo que se denominan sistemas porta, 
como los del digestivo e hígado. 
Las arterias son conductos que conducen la sangre desde el corazón hasta otros órganos y sus paredes 



















1.2.1 Músculo cardíaco 
El corazón es el órgano encargado de propulsar la sangre por el sistema circulatorio, aunque es 
ayudado por los movimientos corporales. Está formado principalmente por células musculares estriadas 
cardiacas, las cuales sólo se encuentran en este órgano. 
En mamíferos consta de 4 cavidades, dos ventrículos que propulsan la sangre, y dos aurículas, una que 
recoge la sangre de los pulmones y la otra del resto del cuerpo. Las aurículas están separadas por un tabique 
interauricular y los ventrículos por un tabique interventricular (ver figura 2). El reflujo de la sangre se evita con 
las válvulas que se encuentran en las salidas de las diferentes cavidades. 
 
 
Figura 2. Representación del músculo cardíaco.[6] 
 
Langendorff observó inicialmente que en el momento en que se restablecía el flujo coronario en un 
corazón completamente escindido del animal (supuestamente muerto o moribundo), se reiniciaba la actividad 
contráctil espontánea perdida, y que este fenómeno era independiente del llenado ventricular, pues el corazón 
latía en vacío. De ahí concluyó que una de las propiedades intrínsecas del corazón era su excitabilidad. 
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1.3 Características cardiovasculares de Mus Musculus 
Los animales de pequeña talla, concretamente los roedores, gozan de unas determinadas características 
que los convierten en sujetos muy adecuados para la experimentación biológica puesto que por su coste 
relativamente reducido, facilidad de manipulación, mantenimiento en cautividad, ubicación en instalaciones 
poco voluminosas así como por tratarse de seres muy prolíficos que se reproducen con gran facilidad y 
alcanzan el estado adulto en poco tiempo, se convierten en un material muy adecuado para ensayos biológicos 
y biomédicos. 
Además, el ratón común, o Mus Musculus, tras descifrar su genoma en 2002, tiene el 99% de 
coincidencia con el ADN de Homo Sapiens (unos 30.000 genes), hasta tal punto que se ha descubierto que el 
organismo humano posee el gen que regula el crecimiento de la cola de ratones. Esta extraordinaria similitud 
confirma la enorme utilidad del ratón como modelo animal para estudiar causas genéticas y 
experimentaciones. El 90% de los genes asociados a enfermedades son idénticos en roedores y hombres. Por 
esto es tan importante la elección de ratones para este proyecto.  
Entre las siguientes características extraídas del doctorado La utilización de animales en 
experimentación biomédica por Joan Roca, es relevante la presión arterial máxima de 120 mmHg para ratones 
de  cepas entre 20-30 g. En el presente estudio se experimenta con cepas de distinto tamaño, desde la más 
pequeña FVB (26-31 g) hasta la más grande CD1 (hasta 42 g). Por lo tanto, al trabajar con corazones de ratones 
mayores, usaremos este dato como limitante para calcular posteriormente la presión que se introducirá de 
forma retrógrada por la aorta. 
 
 












l objetivo principal del proyecto es desarrollar y optimizar un sistema de criopreservación de 
órganos y realizar un estudio experimental, a fin de progresar en el campo de la criopreservación y 
proporcionar avances para posteriores descongelamientos.  
Esto es crucial para apuntar en la dirección de mejorar métodos de transplante, pues actualmente un 
corazón humano sólo puede mantenerse vivo cuatro horas. Para ello se va a estudiar el corazón de ratón 
común. 
En primer lugar, se va a proceder a la puesta a punto, caracterización y diseño de los sistemas de 
perfusión y congelación implicados. Son principalmente los tres siguientes: 
 Langendorff. Se va a describir el funcionamiento general y el de todos los subsistemas involucrados, 
como la bomba de jeringa, el carbógeno y el ajustador de pH. Se va a determinar el caudal máximo sin 
dañar el órgano y a caracterizar la solución utilizada (Tyrode).  
 BioCool. Se va a describir el funcionamiento y el de todos los subsistemas involucrados, como el 
PicoLog, extractor y agitador. Se va explicar la curva de congelación a seguir.  
 Sistema de perfusión. Se va a describir el funcionamiento general y el de las bombas peristálticas, 
caracterizándolas. Se va a explicar procedimiento para cebar tubos y a describir el funcionamiento del 
software que controla el programa y cómo modificar las curvas de concentraciones. Se va a medir 
experimentalmente las concentraciones durante el programa completo. 
 
Tras el desarrollo de los sistemas, se procede a experimentar con corazones aislados de Mus Musculus.  
 Siguiendo un protocolo de cirujía, se extrae y aisla el corazón. Inmediatamente después se procede a 
la canulación retrógrada de la aorta. 
 Se estudia la viabilidad del órgano aislado y su supervivencia. Mediante sistema Langendorff se 
evalúan sus latidos en vacío. 
 Por último comienza la la criopreservación del órgano, a través de la sincronización del sistema de 
perfusión (que introduce gradualmente el crioprotector) y el BioCool (que disminuye la temperatura 
para evitar la toxicidad del crioprotector). 
 
Cabe destacar que es un proceso iterativo, esto es, algunos resultados experimentales han supuesto 
modificar los sistemas iniciales, a fin de optimizar el conjunto.  
 
Para complementar el proyecto, como archivos adjuntos a esta memoria se presenta un Drive con la 
siguiente dirección: 
 
    https://drive.google.com/drive/folders/1b0VdH5nyybVZ7U6cK2sI8mcyFEbdWcsl?usp=sharing 
 
En él se incluyen todos los archivos necesarios para la instalación del software y configuración de tarjeta de 




cirujía que será explicado en detalle en la sección 4. 
 
Las curvas de enfriamiento y concentraciones (Figura 3), han sido basadas en el experimento de Gregory 
M. Fahy, Physical and biological aspects of renal vitrificaction, 2009 recogido en Anexo B. En el presente 























3 DESCRIPCIÓN DE SISTEMAS 
 
Continuación se describen los tres sistemas principales desarrollados en el proyecto, su 
funcionamiento, incidencias, mejoras y caracterizaciones.  
 Es importante destacar que el sistema Langendorff permite por sí mismo evaluar  la viabilidad del 
órgano, examinándose sus latidos en vacío. No obstante, es necesario una sincronización en el proceso de 
criopreservación con el BioCool y el sistema de perfusión. 
3.1 Langendorff 
La preparación de Langendorff es una técnica experimental de órgano aislado. Su principio básico 
consiste en perfundir las arterias coronarias a través de una cánula de perfusión insertada en la aorta, con una 
solución oxigenada rica en nutrientes (solución Tyrode). La presión hacia atrás hace que la válvula aórtica se 
cierre, obligando a la solución a los vasos coronarios, que normalmente suministran sangre al tejido del 
corazón. Esto alimenta nutrientes y oxígeno al músculo cardíaco, lo que permite continuar latiendo durante 
varias horas en vacío, después de la extracción del animal.  
Mediante el calefactor se consigue mantener el baño de agua a temperatura de 39°C. La bomba de 
jeringa de precisión introduce a caudal constante solución Tyrode, que ha sido oxigenada a través del 
Carbógeno. Justo debajo del vaso de precipitado con Tyrode hay un agitador, cuya función es mover corrientes 
de solución para homogeneizar el oxígeno dentro de dicha solución. 
 
 
Figura 4. Configuración sistema Langendorff. 





3.1.1 Bomba de jeringa de precisión 
Se ha utilizado el modelo HARVARD PHP 4400 Programmable. Esta bomba proporciona hasta 890N de 
bombeo lineal para aplicaciones de alta presión. Puede contener jeringas desde 0,5 microlitros hasta 140 
mililitros, lo que permite un amplio rango de caudales desde 0,0001 µl / hora hasta 220,82 ml / minuto. 
 
                
Figura 5. Bomba de jeringa de precisión HARVARD PHP 4400. 
 
 
Su funcionamiento es muy intuitivo: 
1. Colocar la jeringuilla anclada con el pistón. 
2. Presiosar botón Set y a continuación Infuse rate. 
3. Seleccionar el caudal. En este caso 2.1 ml/min. En el siguiente apartado se explica el caudal máximo 
calculado. Presionar Enter 
4. Presionar Run/Stop. En la pantalla se visualizará los ml acumulados desde que ha comienzado el 
programa  
 
Determinación caudal  
La presión en la entrada de la aorta es un factor limitante para calcular el caudal máximo. Partiendo de 
que la presión máxima que admite sin daños una perfusión de corazón de Mus Musculus  es la antes 
mencionada 120mmHg (Roca i Acín, Joan. La utilizacion de animales en experimentacion biomédica (I). 2001). 
Para determinar el caudal se van a estudiar dos estados. Estado 1 corresponde al estado a la entrada de 
la aguja (por donde entra la solución Tyrode) y estado 2 a la salida de la aguja por donde se perfunde el corazón. 
Mediante un manómetro, se ha medido la presión de entrada en la aguja P1 para distintos caudales. 
(ver tabla 2). 
Para calcular la presión de salida a través de la aguja P2 se ha empleado la ecuación de Bernoulli. 
Teniendo en cuenta que se trabaja a bajas velocidades (número de Mach pequeño), por lo tanto la densidad 
del fluido puede considerarse constante, independientemente de las variaciones de presión en el flujo. Debido 






+ 𝑃 +  ρgz = 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒 









Teniendo en cuenta caudal es igual a velocidad por área y las áreas a la entrada y a la salida son 𝐴1 y 𝐴2 
respectivamente, se tiene: 
𝑄 = 𝑉𝐴 
𝐴1 = 1.59 ·  10
−5 𝑚 
𝐴2 = 1.59 ·  10
−7 𝑚 
 
Por consiguiente queda P2 en función de P1 y Q. 















En la tabla 2 se recogen los valores obtenidos por medición con manómetro (P1) y calculados (P2). 
 
 
Caudal (ml/min) Presión P𝟏 (Pa) Presión P2  (Pa) 
0.35 2700 2699 
0.7 4300 4297 
1 5800 5794 
1.5 8100 8087 
2.1 11100 11076 
2.8 14500 14457 
3.5 19800 19733 
Tabla 2. Presiones a la entrada y salida de la aguja en función del caudal. 
 
 





Figura 6. Gráfica presiones a la entrada y salida de la aguja en función del caudal. 
 
Se puede observar que son muy similares las presiones de entrada y salida. Haciendo un aumento se 
comprueba que la de salida es ligeramente inferior. 
 
 
Figura 7. Gráfica ampliada de presiones a la entrada y salida en función del caudal. 
 
La presión máxima que admite el corazón de ratón, 120mmHg = 15996 Pa. Por lo tanto es admisible un 
caudal de entrada de hasta 2.8 ml/min. En los experimentos se decide usar un caudal de 2.1 ml/min para tener 
cierto margen. 
 
3.1.2 Solución Tyrode 
La solución de Tyrode es una solución que es más o menos isotónica con el fluido intersticial y se utiliza 
en experimentos fisiológicos y cultivo de tejidos. Contiene magnesio, un azúcar (generalmente glucosa) como 
fuente de energía y utiliza bicarbonato y fosfato como tampón. Debe ser gaseado con 95% oxígeno y 5% de 
dióxido de carbono cuando se usa para aplicaciones de cultivo celular y experimentos de fisiología para lograr 
un pH apropiado. Para realizar el experimento, se ha obtenido la solución Tyrode disolviendo un sobre 
concentrado T2145 (figura 8) de 9.6 gramos para obtener 1L de solución. El Tyrode utilizado tiene la siguiente 
concentración: 
  
CaCl2 · 2H2O 0.265 g/L  
MgCl2 · 6H20 0.214 g/L 
KCl 0.2 g/L 
NaCl 8 g/L 
 13 
 
NaH2PO4 0.05 g/L 




Figura 8. Tyrode concentrado en sobre. 
 
3.1.3 Carbógeno 
Se utiliza para proporcionar un 95% oxígeno y 5% dióxido de carbono a la solución Tyrode, necesario 
para la supervivencia del corazón. Para ello se conecta la bombona de carbógeno al vaso de precipitado 
mediante unos tubos. Entre los tubos y la bombona hay un reductor, que indica la presión en el momento que 
se abre la llave. Para accionarlo basta con girar la manecilla en el sentido de las agujas del reloj, de forma que 
ésta baja y permite el paso del gas. Muy importante tener precaución al manejar el carbógeno, y accionarlo 
siempre con movimientos muy suaves. Una vez oxigenada, comprobar que se ha cerrado completamente. 
 
Figura 9. Carbógeno. Válcula completamente cerrada. 
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3.1.4 Ajuste pH 
Antes de ajustar el pH de la solución Tyrode oxigenada, es conveniente calibrar el medidor con dos 
soluciones de pH conocido, una más básica y otra más ácida. Tras introducir el medidor en la primera solución, 
se ajusta con un destornillador en la parte superior al pH correspondiente hasta que alcance la medida 
conocida. Se repite y comprueba con la segunda solución de pH conocido. 
Una vez realizado el calibrado, se procede a ajustar la solución Tyrodes hasta conseguir pH 7. Se consigue 
mediante el siguiente proceso: 
 Se abre muy suavemente la válvula del carbógeno para oxigenar la solución. Esto produce 
acidez en la solución, cuyo pH baja. 
 Se añaden unas gotas de 0.01 ml de Hidróxido de Sodio. El pH de la solución sube. 
 
Se repite el proceso hasta alcanzar aproximadamente pH 7. 
 
 
Figura 10. Medición de pH a solución Tyrodes oxigenada. 
 
 
3.1.5 Incidencias y mejoras 
 La configuración inicial fue con bomba peristáltica en vez de compresión con jeringuilla, por lo tanto 
había que añadir el eliminador de burbujas a continuación del tubo de la bomba. Esto provocaba 
más pérdidas de cargas y posibles fugas. Se evidenció en el experimento 9 descrito en el capítulo 5. 
Además de que el caudal máximo de la bomba peristáltica es 1.27 ml/min (calculado más adelante) 
y con esta bomba se consigue mayor flujo (usamos 2.1ml/min). La nueva bomba permite también 
visualizar en la pantalla los ml totales perfundidos. A partir del experimento 13, con este nuevo 
sistema, más cómodo y fácil de usar, no se tuvo ningún problema. 
 La solución en un principio se oxigenaba con oxigenador de acuario común. Esto se cambió por 
carbógeno para asegurar que la solución estuviera bien oxigenada, de acuerdo a la configuración 
más usada en este tipo de experimentos. El oxigenador de acuario no consigue proporcionar el 95% 
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de oxígeno disuelto necesario. Se tuvo en cuenta cuando latió el primer corazón en el guante tras 
desprenderse de la aguja, era evidencia de que no le entraba el oxígeno correctamente. 
3.2 BioCool 
Su función principal es variar la temperatura del líquido en su interior, de acuerdo a unas temperaturas 
iniciales y finales. El BioCool permite introducir la velocidad de enfriamiento, en °C/min, por lo tanto pueden 
crearse rectas con la pendiente deseada en función del tiempo. 
El objetivo del experimento es ir disminuyendo la temperatura progresivamente desde 4°C a -22°C, de 
acuerdo a unas curvas de enfriamiento, basadas en el experimento de Fahy (figura 12). Estas curvas están 
directamente relacionadas con el sistema de perfusión, de manera que mientras se va enfriando, se va 
introduciendo progresivamente más DMSO, que como se ha mencionado anteriormente, es tóxico a 
temperatura ambiente.  
Es fundamental que el programa de concentraciones en el sistema de perfusión y el de temperaturas 
estén coordinados. Un desajuste de pocos minutos puede significar un gran error de perfusión, por lo tanto se 
ha trabajado simultáneamente con ambos sistemas. 
Para enfriar se ha utilizado una solución de 700ml formada por 30% agua destilada y 70% etanol para 
evitar su congelación. Adicionalmente se ha añadido un agitador para evitar que la solución congele en los 
bordes y un poliespán (poliestireno expandido) en la superfie para favorecer su aislamiento térmico (Ver Figura 
11). 
El funcionamiento y programación de rampas es simple: 
1. Mantener pulsado Power. 
2. Mantener pulsado Set. Aparece en verde “Start Temp”. Seleccionar con las teclas Up y Down la 
temperatura inicial. 
3. Presionar Set. Aparece en verde “Ramp °C/min”. Seleccionar con las teclas Up y Down la pendiente 
de la recta en °C/min. No hay que introducir signo, con temperatura inicial y final el programa ya 
entiende la inclinación. 
4. Presionar Set. Aparece en verde “End Temp”. Seleccionar con las teclas Up y Down la temperatura 
final. 
5. Presionar Set. Aparece en verde “Hold Time”. Seleccionar con las teclas Up y Down el tiempo que se 
mantiene a la temperatura final a partir de que se ha alcanzado. 
6. Presionar Set. Aparecerá en rojo “Alarm”. Seleccionar 1 para que reproduzca un sonido cuando 
termine el Hold time. Seleccionar Set. 










3.2.1 Modificación tiempo de congelación 
Las curvas de enfriamiento están basadas en el experimento de Fahy para riñón de conejo (figura 12). 
 
Figura 12. Gráfica temperatura frente al tiempo para perfusión de riñón de conejo.  
 
No obstante, en este estudio se ha reducido el tiempo de congelación y perfusión debido al siguiente 
motivo. El corazón de ratón se trata un órgano más pequeño y no hay evidencias del tiempo adecuado, por lo 





El programa comienza a la temperatura de 4°C, por lo que previamente hay que reducir la temperatura 
desde la temperatura ambiente. A continuación se programan dos rampas precedidas de un Hold de 38 
minutos (Figura 13). 
 
Figura 13. Curva de enfriamiento para BioCool. 
3.2.2 Extractor 
Debido a que el Biocool de calentaba demasiado por un fallo interno, se decidió acoplar dos 
extractores/sopladores. Cada uno de ellos puede ser usado como extractor o para enfriar el sistema de 
calentamiento interno, dependiendo del sentido en el que se coloque. Finalmente, se decidió usar sólo el 
extractor en la parte trasera ya que el soplador lateral disminuía demasiado la temperatura. Se comprobó que 
de esta forma el BioCool reproduce prácticamente con exactitud las curvas requeridas,  
 
 
Figura 14. Configuración de extractor. 
 
3.2.3 Agitador 
Con el agitador se consigue evitar que haya congelación por acumulación de agua en ciertas zonas. Por 
lo tanto redistribuye de forma homogénea la mezcla de etanol y egua.  
Es muy sencillo de utilizar, basta con encenderlo y seleccionar la velocidad con la ruedecilla, en este caso con 
la mínima es suficiente ya que se ha comprobado que evita la formación de hielo. No obstante, es 
recomendable comprobar cada cierto tiempo su correcto funcionamiento durante el experimento y evitar que 
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contacte con los bordes del recipiente dentro del BioCool y evitar también el contacto con el recipiente de 
criopreservación donde está contenido el corazón.  
 
Figura 15. Agitador. 
3.2.4 PicoLog 
PicoLog es un sistema de adquisición de datos que ha sido usado para medir temperaturas. Este 
software tiene una interfaz muy intuitiva y fácil de usar, y permite tanto visualizar en tiempo real la 
temperatura como almacenar datos para posteriormente mostrarlos en tablas o gráficas.  
En este proyecto se medirá la temperatura en el interior de BioCool, para comprobar que sigue la curva de 
enfriamiento deseada y la temperatura en el interior del recipiente donde irá el corazón. 
 
Figura 16. Software y Hardware PicoLog. 
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3.3 Sistema de perfusión 
Su función principal es introducir progresivamente el anticongelante y el PBS mediante un software que 
varía la concentración en función del tiempo. 
 
 
Figura 17. Configuración sistema de perfusión. 
 
El sistema está compuesto por dos bombas peristálticas, una para DMSO y otra para PBS. Cada una de las 
cuales toma líquido de su recipiente correspondiente y se unen en un solo conducto con firma de T (ver figura 
18), donde irá conectada la aguja con el corazón. 
 





Las bombas, cuyo caudal depende directamente del voltaje, están controladas por un software a través de una 
tarjeta de adquisición. 
3.3.1 Bombas peristálticas 
Una bomba peristáltica es un tipo de bomba hidráulica, cuyo principio de funcionamiento se basa en 
comprimir y descomprimir el tubo flexible por el que circula el fluido de forma progresiva. Esto se lleva a cabo 
por un rotor, al que van conectados unos rodillos que se encargan de comprimir el tubo. 
Los rodillos aplastan el tubo taponándolo por la zona por la que pasan (figura 19); al girar se desplaza la 
zona taponada por el primer rodillo y se libera el espacio que éste va dejando, creando así un vacío que fuerza 
al fluido a moverse por ese espacio; cuando continúe el giro, el segundo rodillo ocupará la posición que dejó 
el primero y se repetirá el proceso. El fluido avanzará a medida que la compresión vaya avanzando por el 
conducto. 
En todo momento hay al menos un rodillo comprimiendo el tubo, lo cual evita que el líquido circule 
hacia atrás.  
El funcionamiento de estas bombas se ilustra en la siguiente figura: 
 
Figura 19. Esquema de funcionamiento bombas peristálticas. 
 
 
Caracterización bombas peristálticas 
Se ha caracterizado el caudal de la bomba en función del voltaje de entrada. Para ello se ha usado una 
fuente de alimentación de 0 a 10V y se ha medido en 5 puntos distintos el tiempo que tarda en llenar un cierto 
volumen, para obtener el caudal. Se obtuvieron los siguientes resultados: 
 
Voltaje (V) Volumen (ml) Tiempo Caudal (ml/s) Caudal (ml/min) 
1.1 2 30’ 0.001111 0.06666 
2.5 2 7’27’’ 0.004474 0.26844 
5 1 1’36’’ 0.010417 0.62502 
7.5 2 2’15’’ 0.014815 0.8889 
10 2 1’34’’ 0.021277 1.27662 









Como puede observarse, el caudal de las bombas tiene un comportamiento lineal con el voltaje. La tarjeta de 
adquisición permite dar un máximo de 5 V, por lo tanto tenemos caudal máximo de entrada 0.625 ml/min. 
Por debajo de 1 V se ha comprobado que hay una zona muerta en la que la bomba no se activa. Esto será 
comentado más adelante. 
3.3.2 Cebar tubos 
Antes de comenzar el programa, es muy importante que los tubos estén cebados debido a que burbujas 
de aire son muy perjudiciales para el corazón. Para ello se han empleado dos técnicas. La primera fue mediante 
introducción de líquido directamente desde jeringuilla. Aunque es más rápido, se comprobó el inconveniente 
de la aparición de zonas con aire, inevitables con tantas conexiones, especialmente en la unión mediante luers. 
Finalmente se decidió cebar mediante un Voltímetro, que a partir de 11V da máxima potencia a las bombas, y 
cada una se ceba en unos 8 minutos. 
 
 




3.3.3 Tarjeta de adquisición de datos 
Para que el ordenador pueda controlar las bombas se necesita una tarjeta de adquisición de datos, 
que transforme las señales física de las bombas (analógicas) en datos que puedan ser procesados por un 
sistema digital, como el ordenador, y viceversa. 
Se usará la tarjeta PMD-1208LS, que se conecta al ordenador a través de un puerto USB. 
 
Esta tarjeta es utilizable con Windows XP. Cuenta con 8 salidas analógicas, 2 de 10-bits, 16 entradas/salidas 
digitales y un contador de eventos externos de 32 bits. Se alimenta a través de USB con 5 Voltios. 
 
 
Figura 22. Tarjeta de adquisición de datos conectada a PC por USB 
 
Las entradas analógicas de la PMD-1208LS son configurables a través de software para ocho entradas 
de11-bits individuales, o cuatro entradas de 12-bits diferenciales. Un circuito integrado de interface 
programable 82C55 provee las 16 entradas/salidas digitales discretas. Cada entrada digital puede ser 
configurada como entrada o salida. 
La tarjeta USB PMD-1208LS se muestra en la figura 23. Todas las conexiones de entradas/salidas son 






Figura 23. Configuración pines para tarjeta de adquisición de datos. 
 
3.3.4 Software 
El Software que se ha utilizado es LABView. Ver Anexo A para instalación de todo el software y archivos 
necesarios. En el archivo ‘principal.vi’ se encuentra la interfaz de usuario desde donde se controla el programa. 
 
Figura 24. Interfaz de usuario “principal.vi”. 
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Para ejecutarlo, se ha de seguir los siguientes pasos: 
1. Seleccionar archivo .txt donde se guardarán los datos 
2. Introducir Número de tarjeta:1 
Número de puerto: 1 
Caudal: 0.32.  
Seleccionar rango 0-5V 
3. Configuración bombas.  
Introducir en bomba 1 canal de salida:0 y en bomba 2 canal de salida: 1.  
Introducir parámetros a,b,c,d,e según los valores indicados. Modificar el rango de ambas 
bombas 0-5V 
4.  Activar las dos bombas clickeando en el icono verde. 
5. Ejecutar programa. 


















Modificación curvas concentración 
 
Las curvas de concentraciones están basadas en el experimento de Fahy para riñón de conejo 
 
Figura 27. Gráfica Molaridad anticongelante frente al tiempo para perfusión de riñón de conejo. 
 
Al igual que en las curvas de enfriamiento, y debido a que ambas tienen que estar sincronizadas, se ha 
reducido el tiempo de perfusión de 163 minutos a 60 minutos. Se obtiene la siguiente gráfica de concentración 





Figura 28. Gráfica concentración DMSO frente al tiempo para perfusión corazón de ratón. 
 
Para obtener estas nuevas concentraciones, se ha modificado el software original. A continuación se 
describe cómo cambiar las curvas de concentración. 
 




2. Dentro del Diagrama de bloques, doble click en el diagrama subComponentesConcentracion.vi. (Ver 






Dentro del panel de subcomponentes.vi, seleccionar Window→Show diagram 
 
 
Se abre el archivo con las curvas de concentración en función del tiempo. Basta con modificar los valores 






3.3.5 Comprobación experimental de concentraciones 
Para verificar que la solución resultante sigue la concentración teórica de acuerdo con las curvas de 
molaridad implementadas en el software, se ha procedido a medir experimentalmente. Para ello se ha usado 
un refractómetro, que mide el Brix. Los grados Brix son una unidad de cantidad (símbolo °Bx) y sirven para 
determinar el cociente total de materia seca (generalmente azúcares) disuelta en un líquido.  
En primer lugar se ha establecido la relación entre Brix y concentración (molaridad). Para calcularla se 






Figura 29. Soluciones de DMSO y PBS con distintas concentraciones. 
 
 
Los resultados se han recogido en la siguiente tabla: 
 
Tabla 4. Concentración de DMSO para distintas soluciones. 
% DMSO Vol DMSO (ml) Vol PBS (ml) Brix (%) Molaridad 
DMSO 
0 0 2 2 0 
10 0.2 1.8 11.2 1.3 
20 0.4 1.6 20.1 2.55 
30 0.6 1.4 29.2 3.83 
40 0.8 1.2 37.9 5.11 
50 1 1 37.9 6.39 
60 1.2 0.8 56 7.66 
70 1.4 0.6 74.5 8.94 
80 1.6 0.4 80.5 10.22 
90 1.8 0.2 90.5 11.49 




La molaridad de ha calculado de acuerdo a la densidad del DMSO=1kg/L y su masa molecular 78,3g. 
Siguiendo la siguiente fórmula: 
 






 · 2ml de disolución = Molaridad DMSO 
 
Se presenta la gráfica y puede deducirse que el Brix es aproximadamente lineal con la Molaridad 
 
 
Figura 30. Gráfica Concentración DMSO (mol) en función del Brix (%). 
 
  
A continuación se ejecuta el programa y se mide para cada instante de tiempo, el Brix de la solución resultante 
a la salida del conducto en forma de “T” con el refractómetro. En la tercera columna se ha añadido la 
correspondencia en Molaridad. 
 
Tiempo Brix (%) Concentración DMSO (mol) 
0 2 0.135 
3 2 0.135 
5 2 0.135 
10 2 0.135 
13 17 2.019 
18 17 2.019 
20 18 2.145 
22 19 2.270 
24 22 2.647 
24.5 26 3.150 
29 29 3.527 
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33 31 3.778 
35 31 3.778 
37 36 4.406 
41 36 4.406 
42 47 5.788 
43.6 64.5 7.987 
44 70 8.678 
49.4 71 8.804 
52 72 8.929 
55 73 9.055 
60 74 9.181 
Tabla 5. Brix y Molaridad de DMSO para cada instante.  
 
A continuación se representan ambas gráficas 
 
 
Figura 31. Gráfica Concentración teórica y experimental (mol) frente al tiempo de experimento. 
  
 
Se puede observar un desfase entre la Molaridad teórica que recoge el software y la Molaridad experimental 
que se ha medido. Esto es debido a que la bomba tiene una zona muerta, hasta que no le llegan 0.7V no 
comienza a moverse la bomba de DMSO. Por este motivo, se observa que la concentración de DMSO no 






3.3.6 Incidencias y mejoras 
 El DMSO es muy corrosivo. Como se puede observar en la figura 32 (izquierda). Daña el plástico, 
tanto los Luer de conexión como los propios tubos, por lo que los tubos de plástico se han 
sustituido por otros de polietileno (figura 32 derecha). Las conexiones de los luers se han 
sustituido por uniones selladas con epoxy, que evita pérdidas. 
  





















4 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL 
n este capítulo se van a describir los procedimientos realizados en los experimentos. En primer lugar 
se estudia y comprueban los latidos del corazón aislado mediante sistema Langendorff. A 
continuación se procede a la criocongelación en sí, a través de la coordinación de BioCool y sistema 
de perfusión.  
Hay que tener en cuenta que ambos procesos pueden ser independientes, esto es, se puede realizar 
Langendorff sin necesariamente criopreservar después, especialmente en los primeros experimentos para 
ahondar y perfeccionar en las técnicas de canulación. 
4.1 Cirujía y Langendorff 
Este experimento consiste en extraer y aislar un corazón de Mus Musculus, realizar una canulación 
retrógada por la arteria aorta y comprobar su viabilidad a través del sistema Landendorff, examinando la 
supervivencia del órgano para verificar si es apto para proceder a su congelación.  
 
Consideraciones previas 
Al trabajar con animales se han de tener en cuenta ciertas precauciones y buenas praxis, tanto para el 
investigador como para el propio animal: 
 Es importante asegurar que el animal no sufra y que no esté consciente. Para ello, una vez 
sacrificado, se comprueban sus reflectos antes de proseguir. 
 Siempre proceder bajo supervisión de un técnico o experto con certificación en manipulación 
de animales. En este caso, Ramón Risco. 
 El tiempo de canulación es crítico, así como su posterior acoplamiento al sistema Langendorff, 
por lo que es importante tener todo el material y componentes debidamente preparados. 
Todos los equipos necesarios deberán estar próximos y de rápido acceso 
 Este proceso requiere mínimo dos personas, especialmente durante canulación. 
Recomendable tres para que una tercera facilite material rápidamente y tome mediciones. 
 Todo el personal implicado en el procedimiento debe ir con el equipo necesario: Bata de 
laboratorio y guantes de latex. El pelo debe ir recogido. 
 
Equipo y Materiales 
 Aguja de perfusión con jeringuilla [1] 
 Heparina [2] 
 Hilo de sutura [3] 
 Tijeras [4] 
 Pinzas [5] 
 Corcho [6] 
 Placa de Petri 9.5cm de diámetro [7] 
 Placa de Petri 14cm de diámetro [8] 
  E 
 34 
 
 Solución Tyrodes 1L 
 Medidor de pH  
 Agua para recipiente Langendorff 
 
              




 Cubrir la placa de Petri de mayor diámetro con hielo picado para mantener el corazón a baja 
temperatura mientras se manipula sobre ella y guardar en congelador hasta que se necesite. 
 Verter sobre la placa de Petri más pequeña solución Tyrodes (0.5 ml aprox) y guardar en el 
frigorífico hasta que se requiera. 
 Realizar lazo de doble nudo con el hilo de sutura. Conviene preparar otro adicional. 
 Cubrir con papel absorbente la placa de corcho 
 Verter solución de Tyrodes en vaso de precipitado de 1L. 
 Llenar baño de agua de Langendorff y ajustar temperatura a 39 ºC 
 Oxigenar la solución Tyrodes de 1L con carbógeno.  
 Ajustar pH de la solución con carbógeno e Hidróxido de sodio hasta alcanzar pH 7 aprox. 
 Cebar tubos con solución Tyrodes oxigenada mediante jeringuilla. 
 Llenar recipiente de menor tamaño donde irá el corazón con Tyrodes oxigenado 
 Llenar jeringuilla con Tyrodes oxigenada, a través del sistema eliminación de burbujas, y colocar 





1. Heparinizar al ratón por vía intraperitoneal 35 minutos antes de operar para prevenir trombos durante 
la cirujía. Dosis de 0.1ml compuesta por 0.2μL de heparina disueltos en 0.1ml de solución con agua 
pura (cálculos recogidos en Anexo C). 
2. Sacrificar al ejemplar mediante dislocación cervical por persona autorizada. No debe realizarse 
mediante anestesia por posibles daños cardiovasculares. 
3. Extender el ratón sobre el corcho sujetándolo con cuatro agujas en sus extremidades. 
4. Sujetar la piel que cubre el esternón con las pinzas de punta roma y tirar, realizar un corte horizontal 
a la altura del diafragma con unas tijeras pequeñas. Separar el diafragma de las costillas con otro corte. 
Con ayuda de unas pinzas curvas, levantar el esternón y dejar expuesto el corazón y pulmones. 
5. Cortar los vasos sanguíneos para aislar el corazón. Es importante seguir el conducto desde los 
pulmones para tener localizada la arteria aorta y no cortar esta arteria muy próxima al corazón.  
6. Colocar el corazón aislado sobre la placa de Petri pequeña sumergida en Tyrodes. Esta placa debe 
estar dentro de la placa de diámetro mayor cubierta de hielo picado. El corazón debe tener latidos 
débiles. 
 
Figura 34. Eliminación de tejido adiposo con pinzas examinando con microscopio. 
Canulación 
7. Colocar ambas placas bajo el microscopio para localizar la aorta. Recomendable no exponer a mucha 




Figura 35. Corazón a vista de microscopio para identificación de arteria aorta. 
 
8. Introducir la aguja a través del lazo del hilo de sutura. 
9. Con mucha precaución introducir la aguja por la Aorta, evitando perforar conducto o paredes del 
corazón. Para localizar con más precisión se puede presionar suavemente con las pinzas sobre el 
órgano y observar el conducto por donde sale una pequeña cantidad de sangre. Este conducto es la 
aorta. 
10. Una vez introducida la aguja por la aorta, una segunda persona debe tirar de los extremos del hilo 
para cerrar el nudo en torno a la aguja y fijarla con el corazón. 
 
Conexión al sistema Langendorff 
11. Lo más rápidamente posible trasladar a sistema Langendorff. Conectar la aguja fijada al corazón al 
sistema de perfusión 
12. Colocar la aguja con el corazón en el brazo sujetor de manera que el corazón quede sumergido en la 
solución Tyrodes contenida en el vaso de precipitaciones pequeño. 
13. Comenzar perfusión seleccionando el programa en la máquina de perfusión Harvard. 
14. Evaluar visualmente los latidos del corazón. Los latidos, si se ha realizado correctamente, deben 
aparecer al poco tiempo de conectar el corazón y comenzar la perfusión Se recomienda elevar el 






























Posteriormente a la cirujía y comprobación de viabilidad con el Langendorff, se procede a la 
criopreservación.  
En este proceso se utilizará tanto el sistema de perfusión como el BioCool (ver figura 37). El soplador lateral 
finalmente fue eliminado por enfriar demasiado, lo que desvirtuaba la temperatura deseada.  
 
 
Figura 37. Configuración sistema de perfusión y sistema de enfriado BioCool para trabajar 
simultáneamente. 
 
Para ello se debe ir añadiendo progresivamente DMSO a medida que disminuye la temperatura, siguiendo las 




Figura 38. Gráficas temperatura (arriba) y concentración (abajo) frente al tiempo de programa. 
 
 
Es especialmente importante sincronizar ambas curvas. La curva de Molaridad viene controlada por el 
software de perfusión antes descrito y la curva de temperatura será ajustada en el BioCool, de manera que se 




Equipos y material 
 DMSO 0.5L  
 PBS 0.5L 
 Bombas peristálticas 
 Pilas Alcalinas 9V 
 PC con software conectado a tarjeta de adquisición y ésta a las bombas 
 PC con software PicoLog y hardware conectado con tres cables 
 Agitador 
 Extractor 
 Etanol 0.66L y agua destilada 0.33L 
 Poliestán troceado 
 Voltímetro 
 Criotubo para contener al corazón, cuya tapa ha sido atravesada por la aguja previamente 
 
Preparativos 
 Verter DMSO y PBS en sus correspondientes vasos de precipitado 
 Llenar depósito de BioCool con agua destilada (0.33L) y Etanol (0.66L). 
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 Cubrir solución de depósito con poliestpán, de forma que quede lo más térmicamente aislado 
posible 
 Cebar todos los tubos para evitar bolsas de aire. Tanto el de DMSO como el de PBS mediante 
voltímetro (recomendado) o jeringuilla 
 Preparar PicoLog. Encender programa. Conectar uno de los cables al recipiente que contendrá 
al corazón y los otros dos dentro del depósito 
 Encender Bombas y comprobar fuente de alimentación por pilas. 
 Encender PC y abrir el software con el programa de interfaz en archivo “principal.vi”. Introducir 
los parámetros como se ha explicado anteriormente 
 
Procedimiento 
1. Programar con el BioCool la rampa 0 desde la temperatura ambiente hasta alcanzar 4°C. Esto 
suele tardar unos 10 min aproximadamente. 
2. Conectar la aguja con el corazón en un extremo fijado con el hilo de sutura, y en el otro la tapa 
del criotubo, a la salida del tubo de perfusión en forma de “T”. 
3. Acoplar la parte inferior del criotubo a la tapa con la aguja, de forma que el corazón quede 
dentro del criotubo. Introducir cable de PicoLog antes de cerrar (ver figura 39). 
 
Figura 39. Corazón dentro de criotubo. Cable de PicoLog también introducido dentro del recipiente. 
 
4. Colocar el criotubo sujeto por un brazo de forma que este sumergido completamente debajo 





Figura 40. El criotubo con el corazón debe estar completamente sumergido. 
 
5. Iniciar criopreservación. Ejecutar programa de perfusión cuando se alcancen los 4°C de la rampa 
0 (el BioCool emitirá un sonido de alarma al alcanzar esta temperatura). 
6. Programar y ejecutar la rampa 2 en el minuto 46.5 (ver tabla 6). 
 
 
 Tinicial (ºC) Rampa 
(ºC/min) 
Tfinal (ºC) Hold (min) Comienzo 
(min) 
Rampa 0 Ambiente Máxima (5) 4 38 -10 
Rampa 1 4 2.3 -5 4.2 38 
Rampa 2 -5 2 -22 4.7 46.5 
Tabla 6. Programa de curvas de enfriamientos para BioCool. 
 
 
7. Mientras dura el programa, comprobar medidas de temperatura en la pantalla con PicoLog.  
8. A los 60 min de iniciarse, concluye el programa de perfusión.  
9. Guardar datos de temperaturas extraídos con PicoLog. 





























5 RESULTADOS EXPERIMENTALES 
n esta sección se presentan los experimentos realizados y su análisis. Un conjunto de 19 experimentos, 
de los cuales 4 han sido criopreservados con éxito llevando a cabo el protocolo de criocongelación 
completa después de su evaluación en Langendorff. Los 15 restantes han consistido en extracción y 
Langendorff. Cabe destacar que un factor muy crítico es el tiempo de canulación, por lo tanto ha sido 
conveniente prácticar para alcanzar las destrezas necesarias para reducir este tiempo. En la siguiente tabla se 
recogen los datos de los experimentos, marcados con el icono  los criopreservados completamente. 
 
Nº Fecha Cepa Edad Sexo Peso (g) Canulación Perfusión Latido 
1 25/04/19 - - - - Sí Sí No 
2 02/05/19 - - ♀ - Sí Sí No 
3 14/05/19 FVB 5 semanas ♀ - Sí No No 
4 15/05/19 FVB 5 semanas ♀ - Sí No No 
5 17/05/19 FVB 5 semanas ♀ 26.04 Sí Sí No 
6 20/05/19 TS1CJE 11 meses ♂ 40.70 30’ Sí No 
7 21/05/19 TS1CJE 11 meses ♂ 41.81 7’30’’ Sí No 
8 21/05/19 TS1CJE 11 meses ♂ 44.21 11’07’’ Sí Sí 
9 04/06/19 FVB 7 meses ♂ 32.55 8’40’’ Sí Sí 
10 05/06/19 FVB 7 meses ♂ 31 13’59’’ Sí No 
11 07/06/19 FVB 7 meses ♂ 30.41 10’ Sí No 
12 12/06/19 FVB 7 meses ♂ 28.07 18’ Sí No 
      13  13/06/19 FVB 7 meses ♂ 38 7’ Sí No 
14 14/06/19 FVB 7 meses ♂ 31.18 13’57’’ Sí No 
     15  17/06/19 CD1 8 meses ♂ 41.44 8’ Sí Sí 
     16  02/07/19 C57C3H 11 meses ♂ 31.50 5’15’’ Sí Sí 
     17  03/07/19 C57C3H 11 meses ♂ 29.46 1’55’’ Sí Sí 
18 05/07/19 C57C3H 11 meses ♂ 36.64 5’45’’ Sí Sí 




Tabla 7. Datos experimentales con ratones. 
 
Los experimentos han sido llevados a cabo por el equipo formado por Enrique, Beatriz y José Manuel. El 
encargado de sacrificar al ejemplar y aislar el corazón ha sido Enrique con ayuda secundaria de Beatriz y José 
Manuel. Beatriz y José Manuel intervinieron en la preparación de los equipos y materiales y en proporcionar 
estos materiales cuando fueron requeridos durante la canulación. En la preparación de los sistemas, 
funcionamiento y caracterización también partició Víctor. Durante la canulación mientras Enrique introduce la 
aguja en la aorta, José Manuel o Beatriz fijan el corazón con el hilo de sutura. Esto último puede hacerse o bien 
manualmente o bien con unas pinzas. José Manuel ha sido el encargado del transporte de ratones desde el 
Hospital Macarena al laboratorio ya que éstos solo pueden ser transportados en coche. Beatriz y Enrique han 
tratado directamente con la responsable del animalario, Itziar. José Manuel no ha podido participar 




o Experimentos del 1 al 7. Han sido en su mayoría procedimientos para adquirir la destreza necesaria, 
ya que especialmente la canulación requiere mucha práctica. Los tiempos de canulación han sido 
demasiado elevados, superiores a los 15 minutos, por lo tanto el corazón no latió en ninguno de ellos. 
La cepa FVB con 5 semanas tiene un corazón demasiado pequeño. 
o Experimento 8: Tras 10 minutos de perfusión en Langendorff sin latir, el corazón se salió 
accidentalmente de la aguja y comenzó a latir unos 20 segundos en el guante. Sorprende unos latidos 
leves con un tiempo de canulación tan elevado (11’07’’).  A partir de aquí se evidenció que no le llegaba 
suficiente oxígeno y se cambió el hasta entonces oxigenador de acuario común por carbógeno. Se 
comprobó que la cepa TS1CJE es más adecuada, siendo este ejemplar el más grande con 44.20g. 
o Experimento 9: Latidos débiles durante 20 segundos en el corazón completo. A continuación dejó de 
latir y de perfundir. Posible error debido a fugas en el sistema de perfusión. Tiempo de canulación 
sigue siendo elevado (8’40’’). Ver Vídeo en Drive. 
 
 





o Experimento 10: Latidos continuados durante 40 segundos en aurícula derecha. Las fugas han sido 
resueltas con epoxy. Posible error en canulación debido al tiempo excesivo (14’). 
o Experimento 11: Latidos prácticamente imperceptibles en aurícula. Posible error debido a trombos. 
Se comenzó a heparinizar, tiempo aproximado 4 minutos antes del sactificio. Error solventado en los 
siguientes experimentos aumentando el tiempo de espera tras heparinización a 35 minutos. 
o Experimento 12: Error debido a tiempo de canulación excesivamente alto (18’). El hilo se fijó a la aguja 
de forma errónea y se perdió mucho tiempo. Se mejoraron las técnicas de canulación añadiendo hilo 
de sutura de emergencia. 
o Experimento 13: Error debido a bombas de perfusión con fugas en la aguja. Se añade jeringa de 
emergencia. A partir de este experimento se cambia la bomba peristáltica por sistema de precisión de 
jeringa Harvard. 
o Experimento 14: Corazón con dificultades para canular, gran cantidad de tejido adiposo y graso. 
Excesivo tiempo de canulación (14’), por consiguiente no latió el órgano. Definitivamente la cepa FVB 
no es la más adecuada. 
o Experimento 15: Espasmos en el corazón, la canulación se realizó por uno de los vasos salientes del 
cayo de la aorta. Posible solución dedicar más tiempo a limpiar el corazón durante canulación. Corazón 
muy voluminoso, ejemplar CD1 muy válido 
o Experimento 16: Corazón latió con éxito. Cirujía con normalidad y canulación en tiempo más breve 
hasta la fecha (5’15’’). Latidos en el corazón completo durante más de 10 minutos, tanto corazón 
sumergido en Tyroe como suspendido sobre él.  Ver video en Drive. 
 
 
Figura 43. Perfusión de corazón sumergido en solución Tyrodes. 
 
o Experimento 17: Se observaron latidos vigorosos en el corazón completo durante 10minutos, siendo 
las palpitaciones más energéticas hasta la fecha. Puede ser debido al bajo tiempo de canulación. Los 
latidos se fueron debilitando lentamente, y al subir la temperatura del baño volvió a latir 
correctamente. Ver video en Drive. 
o Experimento 18: Latidos continuados durante 5 minutos. El corazón se desprende de la aguja y cae al 
baño de agua. Descartamos su supervivencia. Tiempo de canulación correcto y cepa adecuada, los 
híbridos C57C3H presentan un corazón muy limpio y más fácil de canular. Ver video en Drive. 
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o Experimento 19: No se consiguen latidos debido a error en canulación. El tiempo fue adecuado, pero 
se canuló incorrectamente y hubo problemas con el hilo de sutura que se cerró indebidamente.  
 
Criopreservación 
 Experimento 13: Se realizó el protocolo de criocongelación con perfusión y BioCool, pese a estar el 
corazón inerte.  Ambos sistemas se adecuaron perfectamente en los tiempos teóricos establecidos. 
Se observa que el líquido en el interior del criotubo quedó también congelado (Figura 44), con lo cual 
puede haber dañado al órgano. Se estudiarán procedimientos para evitar esto. 
 
 
Figura 44: Corazón congelado tras protocolo de criopreservación experimento 13. 
 
 Experimento 15: Se realizó el protocolo de criocongelación con perfusión y BioCool con éxito. Las 
temperaturas medidas con el PicoLog se presentan en la siguiente gráfica (figura 45). Se observa que 
la temperatura dentro del criotubo desciente a temperatura brusca (canal 2). El líquido en el interior 
del recipiente quedo también congelado al igual que en el experimento anterior. Para solventar esto 




Figura 45. Gráfica de muestras de temperaturas tomadas por Picolog experimento 15. Canal 1 y 3 
temperatura procedente de la solución de Agua y Etanol en el interior del BioCool. Canal 2 dentro del 
criotubo. 
 
 Experimento 16: Corazón congelado con éxito, sin cristales en el criotubo ya que la solución alrededor 
del órgano quedó en estado líquido (Figura 47),  lo que indica que el corazón y alrededores están 
correctamaente protegidos. Problema de descenso de temperatura en el recipiente del corazón 
solventado por añadir solución de DMSO al 10%.  
 
Figura 46. Gráfica de temperaturas tomadas por Picolog frente a temperatura teórica experimento 16. 
Canal 1 y 3 de temperatura procedente de la solución de Agua y Etanol en el interior del BioCool. Canal 2 
dentro del criotubo. 
 
 Experimento 17: Corazón congelado con éxito, sin cristales en el criotubo. Esta vez no se llenó el 
recipiente previamente con DMSO para analizar la solución que salía del corazón. Se midió el Brix de 
la muestra, un 15%, que en concentración corresponde 1.8mol de DMSO. El resto de concentración 








Figura 47. De derecha a izquierda el resultado de la criopreservación de los Experimentos 13,15,16,17. 
Puede observarse como el líquido interior está congelado en los experimentos 13 y 15, con posible 
cristalización y daños en el órgano. Con una solución del 10% DMSO en el interior previa al protocolo, la 
solución no cristaliza y el órgano queda más protegido (experimento 16). El líquido en el interior del criotubo 














6 CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO 
 
 
De las cinco cepas distintas con las que se ha trabajado, la más óptima ha resultado ser la cepa CD1 y la  cepa 
híbrida C57C3H. La primera debido a que es la de mayor tamaño en ratones de laboratorio y permite canular 
mejor con un corazón más grande. La segunda por la limpieza del corazón, presenta poca grasa y poco tejido 
adiposo, lo que permite localizar mejor la aorta y canular en menos tiempo. ´ 
El tiempo de canulación es crítico. Para disminuir el tiempo de canulación es necesario adquirir 
habilidad a base de práctica, pues hay que introducir una aguja por un conducto de tamaño muy pequeño y 
no fácilmente reconocible. Además requiere otra persona que con mucha precaución cierre el hilo 
adecuadamente en el preciso momento, un pequeño error aquí ha supuesto el fallo en varios experimentos. 
Se ha conseguido reducir el tiempo de canulación desde lo más de 30 minutos iniciales a menos de 5 minutos 
en los últimos experimentos. Destacar la gran habilidad del miembro del equipo Enrique Alcalá como principal 
responsable de la canulación de la mayoría de los ejemplares. El tiempo de canulación máximo para conseguir 
latidos débiles o parciales ha sido de 11’07’’. El tiempo máximo de canulación para conseguir latidos completos 
y vigorosos en todo el corazón ha sido de 5’45’’. 
La administración de heparina es muy importante. La dosis necesaria para cada ejemplar se ha calculado 
en el Anexo C. Se comenzó a heparinizar 35 minutos o más antes del sacrificio y se observó notablemente la 
ausencia de trombos a partir del experimento 12. 
Las fugas se evitaron en los experimentos con Langendorff a partir del experimento 14 con la 
incorporación de la bomba de jeringa Harvard de alta precisión como sustitución de la bomba peristáltica. 
Hasta entonces la aparición de fugas debido a la gran cantidad de conexiones entre cables y luers ha supuesto 
fallos en los experimentos. Además esta bomba de precisión permite un mayor caudal de perfusión.Se se ha 
usado un caudal de 2.1 ml/min, sin llegar a los 2.8 ml/min que podrían dañar al órgano frente a los 1.27 ml/min 
que perfundía como máximo la anterior bomba.  
La incorporación de carbógeno para oxigenar la solución Tyrode también ha sido una importante 
mejora, pues en algunos experimentos anteriores el corazón sólo ha latido cuando se ha desprendido de la 
aguja, señal de que no se le introducía la cantidad de oxígeno adecuada. A partir del experimento 13 que se 
incorporó el carbógeno se consiguió que latieran 4 de los 7 corazones en los experimentos restantes. Los otros 
tres no latieron por errores en canulación. 
El BioCool reproduce con bastante exactitud las curvas de enfriamiento, adecuándose a los tiempos de 
programa establecidos, aunque hay que programar manualmente las rampas. Esto se ha comprobado con 
PicoLog y con un termómetro externo. El problema de calientamiento interno del BioCool ha sido solventado 
añadiendo un extractor en su parte posterior. 
El sistema de perfusión sigue adecuadamente las curvas de concentración para introducir 
gradualmente el anticongelante, salvo un pequeño salto al inicio del funcionamiento de la bomba de DMSO, 
debido a que las bombas peristálticas utilizadas tienen una zona muerta hasta que reciben 0.7V. Esto se ha 
medido experimentalmente con un refractómetro.  
Para evitar la formación de cristales en el líquido que sumerge al corazón, no es conveniente llenar el 
criotubo con Tyrode. En su lugar, se provó la efectividad de llenarlo con solución al 10% de DMSO (experimento 
16) y vacío inicialmente (experimento 17). Ambas opciones resultaron apreciablemente satisfactorias, pues el 








Este trabajo ha sido un paso más hacia el transplante de órganos humanos, pero aún queda mucho por 
investigar y descubrir a corto y largo plazo. Es muy interesante la parte de descongelación con distintas técnicas 
para comprobar que han sido efectivamente criopreservados los órganos con éxito.  
Se puede profundizar y ampliar este proceso de criopreservación. Una posibilidad es depurar el software 
utilizado, permitiendo experimentar con distintos crioprotectores o adaptar el software para permitir trabajar 
en otro sistema operativo distinto al Windows XP, siendo esto un posible problema dada su antigüedad.  
También se puede mejorar el sistema de perfusión para evitar la zona muerta de la bomba de DMSO, bien 
utilizando otras bombas peristálticas o bien estudiando la posibilidad de utilizar concentraciones mixtas. 
Otra posibilidad es estudiar experimentos con distintas curvas de concentración a fin de encontrar la más 






























ANEXO A: INSTALACIÓN SOFTWARE Y 
CONFIGURACIÓN TARJETA DE ADQUISICIÓN 
e necesita PC con Windows XP. Todos los archivos necesarios están en el Drive. Dentro de él hay 5 
carpetas y un archivo de instalación. Bajar todos los archivos a un disco local. 
 
               https://drive.google.com/drive/folders/1b0VdH5nyybVZ7U6cK2sI8mcyFEbdWcsl 
 
1. Copiar la carpeta “Universal Libery” que se encuentra dentro de “LABView 6.1” y copiarla en la 
siguiente ruta en el disco local: 
C:\Archivos de programa\National Instruments\ LabVIEW 6.1\ menus\Universal Library 
 
Con esto se tienen todo el software de LABview. No es necesario instalación.  
 
2. Instalación de los drivers de la tarjeta. Instalar el archivo “mccdaq” abriendo el ejecutable. Se abrirá la 












3 Copiar la carpeta “DAQ” y pegarla en el directorio del disco duro  
        C:\Archivos de programa\Mesasurement Computing\DAQ 
 
4. Dentro de la carpeta DAQ, abrir el archivo “inscal32.exe”. Conectar la tarjeta mediante USB al PC  




5. Seleccionar la tarjeta con doble click y saldrá el menú de configuración. Escribir los siguientes datos: 
            Serial No: 60 
No. Of Channels: 4 Differential. 





A continuación, click derecho sobre la tarjeta y pulsar en “Change Board”.  
Seleccionar Board Number: 1. Pulsar OK 
 
 
6. Para comprobar que está bien conectada se realiza un Test analógico. 






















7. Comprobación que se ha configurado y conectado correctamente. Abrir el archivo de LABView 
    “principal.vi”. Aparecerá una interfaz de usuario. Seleccionar la ruta .txt donde se escribirán los 




















Se mostrará el siguiente panel, donde se comprueba en la casilla “DataValue” debe tener un valor 







































































ANEXO C: CÁLCULO DOSIS HEPARINA 
a dosis de heparina que se le inyecta al ratón para evitar trombos se va a calcular a partir de la 
dosis necesaria para un humano y escalarla de acuerdo a la relación entre volúmenes sanguíneos 
entre humanos y ratones Mus Musculus. 
 
Se tiene como dato que se necesita 0.5 ml aproximadamente de Heparina Sódica (cima, fuente de 
información de medicamentos) para heparinizar a un adulto.  
 
La siguiente tabla (Kaese, Verheule S. Cardiac electrophysiology in mice: a matter of size,Front Physiol. 2002) 
muestra el volume sanguíneo 5-6L para un adulto entre 58-85kg y un volumen sanguíneo de 0.002-0.03L 
para un ratón entre 15-43g, que se adecua a las cepas que se han experimentado.  
 
 
Tabla 8. Comparación fisiología cardíaca entre ratón y humano (Kaese, Verheule S. Cardiac,2002). 
 
Para los cálculos se van a utilizar los valores más restrictivos, ya que una dosis superior puede causar la 
muerte. Por lo tanto se necesitan 0.5ml de Heparina para un adulto de 5L de volumen sanguíneo y 0.2μL 





Esta cantidad es inapreciable para ser suministrada, por lo que es necesario disolverla en agua pura para 
obtener una dosis inyectable total (agua+heparina) inyectable con una jeringuilla de insulina. 
 
La dosis individual para cada ratón será de 0.1ml para ser apreciable compuesta por 0.998 ml de agua 
pura y 0.002ml de heparina. 
 
La cantidad de heparina obtenida inicialmente fue en una jeringuilla de 0.2ml, con lo que pueden 
suministrarse 1.000 dosis. Se disolvieron los 0.2ml en 99.9ml de agua pura para conseguir 1L de solución 
con la concentración antes mencionada. De esta forma, basta con tomar 0.1ml de esta solución para 
suministrar a cada ratón. 
 
Tiempo heparinización 
Se comenzó heparinizando a los ejemplares 5minutos antes de su sacrificio. No obstante, la aparición de 
trombos fue evidente sobre todo en el experimento 11. Se consultó con expertos en experimentos de 
laboratorio (Itziar Castro, entre otros) y se recomendó heparinizar 35minutos antes del sacrificio. Tras el 
experimento 11 los resultados fueron notorios, a partir de este tiempo de heparinización óptimo no se 



































ANEXO D: MATERIAL Y EQUIPOS 
La siguiente lista recoge todos los materiales y equipos que han sido necesarios para llevar a cabo el 
proyecto. Se incluye su proveedor, referencia y precio. Algunos datos no han sido conocidos o bien por 
antigüedad o bien por no tener acceso a su precio o referencia concreta. 
 
Nombre Proveedor Referencia/Especificación Precio 
Agitador - - - 
Agujas GPIVisual - 15€ (100 unidades) 
Bidón agua destilada con 
grifo 
Cosela BCGP-05K-001 11.47€ (5L) 
BioCool - - - 




PHD 4400 Programmable Hpsi 
Programmable Syringe Pump 
- 
Bombas peristálticas Dinko/Dinter - - 
Buffer Básico Cosela PHBS-004-250 7€ (1L) 
Buffer Neutro Cosela PHBS-007-1K0 7€ (1L) 
Caja de policarbonato 
congelable para criotubos 
Labbox FBPC-N02-001 6.30€ 
Calefactor Langendorff - - - 
Carbógeno Air Liquide 1 botella 50 L 232€ 




361954.1612 197.21€ (2.5L) 
Etanol Cosela ETHA-90A-1K0 15.07€ (1L) 
Extractor - - - 
Frasco de laboratorio 
graduado 1L 
Labbox SBG3-100-010 19.66€ (10 
unidades) 
Guantes desechables talla M Labbox GLON-00M-100 7€ (100 unidades) 
Heparina Farmacia 
Puerta 








Matriz erlenmeller 2L Labbox EFN3-2K0-001 7.15€ 
Medidor pH Cosela MPMT-005-001 173,03€ 
PBS Sigma-Aldrich P3813-10PAK 172€ (para preparar 
1L) 
Pinzas punta fina, extremo 
en curva 
Cosela FORS-007-002 6.05€ (2 unidades) 
Pinzas rectas para disección Cosela FORS-001-002 6.03€ (2 unidades) 
Pipeta 10ml Labbox VPIA-010-006 11.28€ (8 unidades) 
Placas Petri poliestireno 
150mm diámetro 
Cosela PDIP-15E-140 62.51€ (12 
unidades) 
Placas Petri poliestireno 90 
MM diámetro 




Labbox REF-B20-001 57€ 
Tarjeta adquisición de datos Measurement 
Computing 
PMD-1208LS 129€ 
Tijeras disección recta Cosela SCIS-14A-001 2.94€ 
Tijeras microscopía recta Cosela SCIS-115-001 2.94€ 
Tubería PFTE Labbox TEFT-002-005 19.27€ (5 metros) 
Tubería silicona Labbox ILT-002-005 3.84€ (5 metros) 
Tyrode’s Salt Sigma-
Alrdrich 
T2397-1L 127€ (1L) 
Vaso de precipitado 0.5L Labbox BKL3-050-012 7.40€ (12 unidades) 
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